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　　The　effect　of　ruthenium　red（RR）on　the　Carbachol　contraction　of　guinea亘ig　taenia　coli　was　observed．
　　The　results　obtained　were　as　follows．　Speci五cally，　RR　suppressed　the　late　tonic　component　of
Carbachol　cQntraction．　On　the　other　hand，　the　agent　did　nQt　show　any　inhibitory　effect　on　Carbachol
contraction　occuring　in　a　Ca　free　isotonic　K　solution．
　　These　results　suggest　two　possible　explanatiQns　about　the　effect　of　RR，　One　of　these　is　that　RR
does　not　affect　Ca　release　from　intracellular　stored　sites．　The　other　explanation　is　that　RR　causes　an
inhibitory　ef［ect　on　inward　Ca　movement　into　intracellular　space　and　bアthis　movement，　a　large　part　of
the　tonic　component　of　Carbachol　contraction　is　formed．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　September　14，1978　and　accepted　December　11，1978）
1序　　論
　先にIshiyama　8∫α♂．1）はneuraminidase（EC　3．2．1．
18），またわれわれ2～4）はruthenium　red（以下RRと略
す）及びlanthanum（La3＋）処理の影響をモルモット結腸
紐：の収縮性とCa2＋結合能につき観察し，1）モルモット結
腸紐平滑筋収縮時の外液中より細胞内へのCa2＋流入機構
には，一部表面膜に局在するシアル酸残基が関与するこ
と，2）等張150mM　K＋拘縮経過中でCa2＋流入に関与
する化学性残基が異る一tonic　componentにおけるCa2＋
流入にはシアル酸残基が，phas：ic　componentにはシア
ル酸残基以外の化学性陰性残基が関与する一ことを推論
した．
　本報告では，モルモット結腸紐のCarbachol拘縮に対
するRRの影響を観察した．ζの実験意図は，1）上記の
推論が薬物拘縮の場合にも妥当であるかどうか，2）Ishi－
yama　6’α乙1）は，　neura皿inid包se処理はACh拘縮の
phasic　componentに対し何ら抑制効果を示さないこと
を報告しているが，RRは抑制効果を示すかどうか，の二
点にある．
2実験方法
2・1実験材料
　体重300～500gのモルモットを断首，放血後だたちに
結腸紐を劉出し，その筋条片標本を実験に供した．
2・1　使用実験液と使用法
　易U出した標本をまず修正Tyrode液（NaCl　139，3　mM，
KC12．68　mM，　NaHCO311．8　mM，　NaH2PO40．32　mM，
MgC120．5　mM，　glucose　8．O　mM，　CaC121．36　mMの組
成で，95％02と5傷CO2の混合ガス通気によりpH　7．4
に調整）中で室温（20。C）下に1hr．平衝させた．その後
標本をtris－bu任er液（NaCl　146．4　mM，　KCI　2．68　mM，
MgC120．5　mM，　glucose　8のmM，　CaC121，36　mM，　tris
（hydroxy－methyl）aminomethane－HCI　bu任er　5．O　mM
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の組成で100％02通気によりpH　7．5に調整）中で37℃
下に1hr平衝させた後，このtris－buffer二四で実験を開
始した．なお等張150mM　K＋液は上記tris－buffer液中
のNaClをKCIで等張性に置換して作製した．　Ca（0）K脱
分極液は，等張150mM　KCI一中のCaを除去することに
より作製した．使用したCarbacholは最終濃度が10－5　M
となるように液槽に添加した．
2・3張力測定
　容量5mZの二重円筒型ガラス製恒温槽中（37。C）にtris－
bu晩r液を満たし，標本の一端を絹糸で浴槽底部に固定
し，他端をmechanoelectronic　transducer（SB－IHT型，
日本光電）のアームに連結し，発生張力を等尺性に記録測
定した．浴槽内の液は下部より100箔02で通気した．
2・4　薬物および試薬
　Carbachol，　ruthenium　red（RR）は半井化学の一級試
薬を使用した．tris－aminomethane，その他の試薬は半井
化学の特級試薬を用いた．
3　実験結果
　1）モルモット結腸紐のCarbacho1拘縮に対するRR
前処理効果；10－3MRRで筋条片を前処理すると，その
10－5MCarbacholによる拘縮は明らかに抑制される
（Fig．1）．ただし，その抑制される経過は前処理時間により
明らかに異る．
　Fig，1a－RR　effect一に示すごとく，　前処理5min
では初めの急速な一過性の収縮相一phasic　component
（phasic　comp．と略す）一はほとんど影響を受けないが，
これに引き続くゆっくりした収縮相一tonic　component
（tonic　comp．と略す）一は明らかに作用を受ける．すなわ
ち，tonic　comp．は，　RR前処理によりある規則性を有す
る律動性の収縮に変換される．前処理時間を10minとす
ると，phasic　comp．の最大収縮高の20傷程度の抑制と，
5min処理と同様にtQnic　comp．の律動性収縮への転換
が起る．ただし，この揚合律動性収縮の持続は一過性であ
り，4～5min後にはその消失と共にほぼ基線まで張力は
低下する（Fig．1b），さらに処理時間を30　minまで延長
するとphasic　comp．は40弩ほど抑制され，最大張力を
発生した後自発的に弛緩に転ずる（Fig，1c）．　Fig．1a，1b
にみられたような顕著な律動性収縮はもはや認められず，
3min後には小さな且つ不規則な張力の動揺が3～4　min
続き，基線にもどる．60min前処理では，　phasic　comp．
は約1／4低下し（Fig，1d），　aおよびbにおいて認められた
律動性収縮はすでに認められない．
　2）Carbachol拘縮のtonic　comp．に対するRRの
作用；等張150mMK＋拘縮（K拘縮と略す）生起過程の
tonic　phase（生起後6min）で終濃度が10『3　Mとなるよ
うに浴液中にRRを加えた．　Fig，2aに示すごとく，左図
（control）に比較し，　K拘縮のtonic　phaseは時間経過と共
にその張力を漸次低下している．このことはKawamura
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F三9．1　EfEects　of　ruthenium　red　on　the　CarbachoI
　　　　contracture　of　guinea　pig　taenia　coli．
　　Initial　contractures　serve　as　controls，　Tissues
　were　treated　in　10－3　M　rutheniuln　red　containing
　solution　for　a　speci丘ed　period　of　time．　Then
　isotonic　K　contractures　in　the　presence　of　ruthe－
　nium　red　were　followed．
　　Taenia　cQli　was　treated　for　5　min　in　a．，10　min
　in　b．，30　min　in　c，　and　sixty　min　in　d．　recording，
　respectively，　just　before　Carbachol　contracture，
　Carbachol　was　apPlied　at　white　circles（o）．
Rg．2　EfEects　of　ruthenium　red　on　taenia　coli’s
　　　　contract res　induced　by　Carbachol　and
　　　　isotorLic　K　solutiolユ・
　　a． sotonic　K　contracture十10－3　M　RR
　　b．10－5MCarbachol十10－3　M　RR
　　c．10－5MCarbachol十10－4　M　RR
　　Three　tracings　in　the　left　hand　side　ser▽e　as
　controL　Ruthenium　red（RR）was　applied　at
　black　circles（●）and　Carbachol　of　isotonic　K
　solutiQn　was　applied　at　white　circles（○）．
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8’α乙2・3）とMiyazaki　8砲乙4）の同種の実験結果とその傾
向は一致する．
　Carbacho1拘縮のtonic　comp．の経過中にRRを添加
すると，その張力の急激な消失をもたらす（Fig，2b）．こ
の場合，終濃度が10－4Mであると，抑制は余り著明でな
く，不規則な律動性収縮を惹起するに至り，Fig．1におけ
る実験（10～30min前処理）のtonic　comp．に対する作
用と類似する．
　3）Ca（0）K脱分極液中のCarbacho1拘縮に対する
RRの作用；Ca（0）K脱分極下のCarbach。1拘縮は，正
常液中のCarbachol拘縮に比べ，最大発生張力は1／3～
1／4ほどであり（Fig、3A－b），4～5　min後には基線まで
弛緩する一過性のものである．
　このCarbacho1拘縮は反復することに回を追って低下
する．すなわち，二回目は一回目の1／2の張力を，三回目
は更に二回目の1／2の張力と漸減して行く（Fig．3A－b，
3A－c）．次にFig．3Bに示すごとく，Fig．3B－aをcon－
trolとしCa（0）脱分極下のCarbacho1拘縮（Fig．3B－b）
はAと同様にcontro1と比べ最大張力約1／3で，且つ一
過性のCarbachol拘縮が確認された．　Fig．3B－bをcon－
trolとし，　RR！0－3　M，30　min処理すると二回目のCar－
bacho1拘縮はcontrolに比べ1／2のphasicな収縮が得
られた．これは，Fig．3Aの場合と比較すると，　RRが何
ら影響を与えていないことを示す．
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Fig．3　E長ects　of　ruthenium　red　on　carbachol　con－
　　　　tracture　in　Ca什free　isotonic　K　solution．
　　Drugs　were　applied　at　white　circles（Carbachol）
　or　at　black　circles（ruthenium　red）．　At　w　only
　Carbachol　is　washed　out．　Initial　contractures　in
　each　tracing（a．）serve　as　controls．　After　control
　contractures，　the　tissues　were　immersed　in　Ca什
　free　sQlution　for　thirty　min（between　a．一b．　trac－
　ings）．　Then，　Ca昔free　solution　was　replaced　with
　Ca什free　isotonic　K　solution．　Hereafter，　experi－
　ments　wefe　caHied　out　in　this　solution（b．　and　c．）．
4考　　按
　Ruthenium　red（RR）は，従来組織の電子顕微鏡的観察
の分野で，細胞外腔の標識物質として知られている．一
方，生化学的にも種々の細胞内organellaの膜を介する
Ca且ux，また細胞表面膜へのCa結合に対する修飾物質
としても知られているmucopQlysaccharideに親和性を
有する物質である．
　平滑筋の薬物拘縮は，一般にK拘縮とは性質を異にし，
収縮系を活性化するのに必要なCaのoriginを区別する
のに，しぼしばその性質がK拘縮と対比させられている．
　本報告では，モルモット結腸紐のCarbachol拘縮に対
するRRの影響を観察し，この物質が収縮にともなう
Caの動態のどのような過程に作用するかを検討しようと
した．
　Fig．1およびFig，2から，　RRはCarbachol拘縮に
対し抑制的に作用することが明らかとなったが，その抑制
作用はtonic　cOlnp．に著明であった・ただし，その作用
はRRの作用時間，濃度に依存するらしい．
　Carbachol拘縮のCaのoriginについては，現在なお
不明な点が多いが，一般にK拘縮よりも細胞内貯蔵Caに
依存する可能性が大といわれている5～7）．Fig．3A－a，一b．
一。に示すCa（O）K脱分極下のCarbachol拘縮はこの点に
つぎ示唆的である．すなわち，外液Caは除去されている
ので，細胞外Caの流入は一応除外される．このことは筋
をCa（O）液で洗篠するとCa（O），　iso　K：液により何ら収
縮は起らないことで示される（Fig．3A－b，3B－b．）．　Car－
bachol拘縮は一過性であり，おそらくこれは，細胞内の
Caを利用したものと思われる．これに対してRRは何ら，
抑制作用を示さなかった．すなわちRRは細胞内貯蔵Ca
を利用する収縮系には作用しないと思われる．これに対し
て，tonic　conlp．は外液Caに強く影響され（Fig．3），　RR
の処理時間，濃度に依存して抑制される．したがってRR
は，おそらくCarbachol拘縮のtonic　comp．を形成す
るCa流入機構に抑制的に作用したものと思われる．この
ことは，Kawamuraθ彦α♂．2～4）の推論ならびに種々の細
胞，organe laで観察されているCa流入時の抑制現象と
よく符合する・
　RRはmucopo saccharide　agentであり，その作用
機序はmucopoly accharideのシアル酸残基とのクーロ
ンカによる結合と考えられている，当教室では，筋細胞膜
上のシアル酸残基のCa移動についての役割を分析するた
めに，二つの方法を用いてきた．一つは，neuraminidase
による酵素的分解除去（lsh yama　6’αZ．1））であり，二つ
は，Kawamura就α♂．2・3），　Miyazaki¢砲μ）によるシア
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ル酸に親和性の強い物質，例えばRRによるその作用の
blockである．両法によるシアル酸の除去および修飾は同
一の実験結果をもたらすはずである．しかし，RRはCar－
bachol拘縮のtonic　comp．を抑制し（本報告），　neurami－
nidase処理はACh拘縮に対して何ら抑制効果を示さな
かった（lshiyamaθ’α乙1＞）．
　この非平行の由来は種々考えられる．すなわち，1）RR
はシアル酸以外にも関係して収縮を抑えるのではないか．
2）両実験で使用したagonis亡の種類および濃度が異る．
Ishiyalnaε厩Z．はACh，10－2　Mを，　KawamuraθオαZ．
はCarbachol，10－5　Mを使用している．3）neuramini－
dase処理は，結果として膜深層の新らしいシアル酸残基
を露出させたのではないか．4）Ishiyama砿αZ．はphasic
comp．のpeakのみに着目したが，実はtQnic　comp．に
は抑制効果を示したのではないか．両者の比較においてな
お重要なことは，Ca（O）K脱分極条件下のACh拘縮（lshi－
yama　8彦α♂．）およびCarbacho1拘縮（本報告）は，前老
はneuraminidase処理，後者はRRによって何ら抑制さ
れなかった事実である．このことは，表面膜上のシアル酸
残基は細胞内貯蔵Caの薬物によるreleaseには何ら作用
しないことを示している．且つ，このことは，本報告およ
び前町2～4）の実験成績を考慮すると，RRはシアル酸を
blockすることによりCa流入を阻止し，種々の薬理学的
効果を発したとみられる．
　なお，Fig．1aに示したRR存在下に，　tQnic　colnp・
の持続的な収縮が律動的収縮に変換して行く経過は，現象
的には高濃度のCarbacholを使用したことにより，　Car－
bachol自身による生理的反応の不活化一脱感作（desensi－
tization）に起因する可能性がある，一方，類似の現象は
taenia　coliのACh拘縮に対するCa　blockerである
D－600の作用時に認められている8，9）．したがって，RRの
tonic　comp，の抑制作用が受容体そのものか，　Ca流入の
抑制によるか，desensitizationによるかは収縮曲線のみ
からは判断することは早計であり，電気生理学的あるいは
45Caを用いた実験観察にその詳細をまつ必要がある．
5　結　　語
　モルモット結腸紐のCarbachol拘縮に対するruthe－
niu皿red（RR）の影響を観察した．　RRはCarbacho1拘
縮のtonic　cQmponentを選択的に抑制した．一方，
Ca（0）K：脱分極下のCarbachol拘縮は一過性であり，こ
れに対してRRは何ら抑制作用を示さなかった．
　以上の結果より，細胞内のCaを利用する収縮系には
RRは作用しないものと思われる．これに対して，　tQnic
comp・nentは外液Caに依存し，　RRはそのCa流入機
構に抑制的に作用したものと思われる．
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